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ABSTRACT: 

Microorganisms are stored and/or transported in the form of a film produced by culturing the 
microorganisms under sterile conditions (without access to foreign microorganisms) on a thin film of a 
gelled or swellable solid nutrient medium initially satd. with water, and air drying the film for a time 
that is a multiple of the cell division cycle time of the microorganisms. The dried films are removed 
from the culture vessel under sterile conditions and packaged in polymer film containers. 
ADVANTAGE - The microorganisms remain viable for long periods, e.g., 12-36 months. The process is 
applicable to a wide range of microorganisms, including non-sporogenic bacteria and fungi and the 
mycelia of higher fungi. In an example, microorganisms were grown on nutrient agar in Petri dishes 
under ambient conditions for several weeks while allowing the agar to dry. On storage. Anabaena 
variabilis and Nostoc muscorum remained viable for 36 months and Saccharomyces cerevisiae and 
Pleurotus ostreatus remained viable for 12 months. 
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© Verfahren zur Langzeitlagerung und Sterilversendung von Mikroorganismen im latenten Lebenszustand 

© Die bisher ublichen Verfahren zur Erhaltung von Stamm- 
kulturen sind entweder arbeits- und kostenintensiv oder nur 
auf bestimmte Organismengruppen anwendbar. Um derartt- 
ge Nachteile zu beseitigen, wird ein Verfahren geschaffen, 
bei dem ein breites Spektrum an Mikroorganismen unter 
stehlen Bedingungen billig und sicher gelagert und dabei 
vom aktiven in den latenten Lebenszustand uberfuhrt wer- 
den kann. 

Die Mikroorganismen werden unter sterilen Bedingungen in 

KulturgefaBen auf einer dunnen, im Vergleich zu den 

Mikroorganismen groBflachigen Schicht eines mit geeigne- 

ten Nahrstoffen versetzten gelariigen oder quellfahigen, 

zunachst annahernd wassergesattigten Feststoffes kultiviert 

und unter Raurnbedingungen gelagert, wobei die Nahrstoff- 

schicht mit den Mikroorganismen getrocknet wird. 

Dieses Verfahren kann angewendet werden in alien Samm- 
" lungen von Reinkulturen lebender Mikroorganismen fur 
f wissenschaftliche oder industrtelle Zwecke, in denen die 
* Langzeitlagerung und/oder Versendung der Mikroorganis- 

men unter sterilen Bedingungen von Interesse ist. 
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Beschreibung 



Bisher ist es ublich, Kulturstamme von pro- oder aus- 
gewahlten eukaryotischen Organismen in Kulturen- 
sammlungen auf gecigneten Nahrmedien zu kultivieren. 5 
Fur den Stammerhalt werden die Organismen vor Er- 
schopfung des Nahrmediums auf ein frisches Nahrmedi- 
um ubertragea Dabei verbleiben die Organismen im 
aktiven Lebenszustand. Dies kann fur eine schnelle Ver- 
mehrung eines Kulturstammes aus der Kulturensamm- 10 
lung zu Forschungs- oder Produktionszwecken von 
Vorteil sein. In der Regel verbleiben aber die Stamme 
fur lange Zeit in der Kulturensammlung. Zum Zwecke 
ihres Erhaltes miissen die Organismen st&ndig umge- 
setzt werden. Dafur sind Arbeitskrafte notwendig, die 15 
die Nahrmedien vorbereiten und in Kulturgefafle fullen, 
diese sterilisieren und schtieBlich die Organismen um- 
setzen. Der Inhalt nicht mehr verwendungsfahiger Kul- 
turgefaBe mufi vernichtet und die GefaBe gereinigt wer- 
den. Diese Methode ist arbeits- und kostenintensiv und 20 
schlieBt das Risiko von Kontaminationen mit ein. Ande- 
re Verfahren zum Erhalt von Kulturstammen stellen 
z. B. die Sporenkonservierung und die Gefriertrock- 
nung dar. Die Sporenkonservierung beschrankt sich je- 
doch auf sporenbildende Bakterien und Pilze. Bei der 25 
Gefriertrocknung wirkt sich nachteilig aus, daB dieses 
Verfahren fur groBzellige Mikroorganismen, z. B. Hefen 
und filamentose Organismen, nicht geeignet ist. 

Ferner ist bekannt, daB Mikroorganismen durch 
Oberfuhrung aus dem aktiven in den latenten Lebenszu- 30 
stand mittels Trocknung in einen lagerfahigen Zustand 
gebracht werden konnen (schweizerische Patentschrift 
Nr. CH 5 57 425 und europaische Patentschrift Nr. EP 
6 671). Diese beschriebenen Verfahren sind aber fUr fila- 
mentose oder mycelartig wachsende Organismen, wie 35 
h&here Pilze, nicht geeignet. AuBerdem werden Hilfs- 
mittel bzw. Stabilisatoren eingesetzt. Weiterhin ist da- 
durch, daB bis zum Erhalt des lagerfahigen Produktes 
Arbeitsschritte in verschiedenen Behaltnissen ablaufen, 
die Gefahr einer {Contamination mit Fremdorganismen 40 
erhoht. 

Der in Anspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das 
Problem zugrunde, neben ein- bis mehrzelligen Mikro- 
organismen filamentose und mycelartig wachsende, 
groBzellige Mikroorganismen in ein und demselben Ge- 45 
faB bequem, sicher und billig in einen Zustand des laten- 
ten Lebens zu bringen, daB sie unter sterilen Bedingun- 
gen lange Zeit auch ohne zusatzliche Behandlung gela- 
gert und versendet werden konnen. Die Mikroorganis- 
men sollen zu einem beliebigen Zeitpunkt wieder in den 50 
aktiven Lebenszustand uberftlhrt und dabei frei von 
Kontaminationen gehalten werden k6nnen. 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, die Mikro- 
organismen so zu lagern, daB sie im latenten Lebenszu- 
stand steril, sicher und mit geringstem Aufwand ver- 55 
packt, gelagert und versendet werden konnen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost, 
daB Kulturen der jeweiligen Mikroorganismen unter 
sterilen Bedingungen in KulturgefaBen auf dtinne 
Schichten eines mit geeigneten Nahrstoffen versetzten 60 
gelartigen oder quellfahigen, zunachst annahernd was- 
sergesattigten Feststoffes gegeben werden. Anschlie- 
Bend werden die KulturgefaBe gelagert, wobei ausrei- 
chend warme und trockene Raume Voraussetzung sind. 
Nun beginnen die Mikroorganismen auf der Oberflache 65 
des Feststoffes zu wachsen und erleiden schon nach 
wenigen Wochen durch die beginnende Austrocknung 
der Nahrstoffschicht einen Wassermangel. Die Wirkung 



dieses zunehmenden Wassermangels, hervorgerufen 
durch ein Absinken des Wasserpotentials in der Nahr- 
stoffschicht, konzentriert sich nicht auf wenigen Stun- 
den, sondern erstreckt sich liber mehrere Tage. Diese 
Zeit ist ausreichend, dam it auch groBzellige Mikroorga- 
nismen nicht vertrocknen und absterben, sondern vom 
aktiven zum latenten Leben iibergehen. Die dunne 
Nahrstoffschicht mit den latent lebensfahigen Mikroor- 
ganismen wird nun noch so lange getrocknet, bis ein 
dunner fester Nahrstoffilm entsteht, der ohne weiteres 
Zutun in der Lagerung belassen werden kann. 

Dieses zufallig gefundene Verfahren erlaubt es, die so 
behandehen Mikroorganismen unter geeigneten Bedin- 
gungen lange Zeit zu lagern. Die Lagerzeit ist von der 
Organismenart abhangig und kann wenige Jahre bis vie- 
le Jahrzehnte betragen. Wiinscht man die Oberfuhrung 
der so gelagerten Organismen aus dem latenten wieder 
in den aktiven Lebenszustand, so wird eine fur die Kulti- 
vierung des Mikroorganismus geeignete flussige und 
sterilisierte Nahrlosung auf die getrockneten Nahrstof- 
filme gegeben. Unter geeigneten Kultivierungsbedin- 
gungen keimen die so befeuchteten Mikroorganismen 
bereits nach wenigen Tagen bis Wochen aus und kon- 
nen durch Umsetzen steril vermehrt werden. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung ist im Anspruch 2 der 
Erfindung angegeben. Die getrockneten Nahrstoffilme 
mit den latent lebensfahigen Organismen konnen vom 
Boden der KulturgefaBe abgeldst werden. Das Ablosen 
laBt sich wesentlich erleichtern, wenn der Boden des 
KulturgefaBes vor dem Sterilisieren und Einfullen des 
Nahrmediums mit einer wasserabweisenden, hitzebe- 
standigen und biokompatiblen Substanz dunn ausge- 
kleidet wurde. Die bevorzugte Substanz ist ein Ol und 
Silikonol ist das bevorzugte Ol. 

Die abgelosten Nahrstoffilme konnen leicht in kleine 
Stucke zerschnitten werden (z. B. Kantenlange 1 cm) 
und unter sterilen Bedingungen in selbstklebende, steri- 
lisierte Polyathylenfolie verpackt werden. Dazu schnei- 
det man groBere Stucke aus Polyathylenfolie (z. B. Kan- 
tenlange 2 cm) aus. Ein Stuck Nahrstoffilm wird nun im 
Zentrum der Polyathylenfolie positioniert und mit ei- 
nem zweiten Stuck Polyathylenfolie abgedeckt. An^ 
schlieBend druckt man die beiden Polyathylenfolien an 
den Randern fest zusammen. Solche Packungen konnen 
auch unter unsterilen Bedingungen gelagert werden. 
Diese Art der Verpackung ermoglicht es, gewunschte 
Mikroorganismen steril, sicher und mit geringstem Auf- 
wand und Risiko (z. B. in einem Brief) zu versenden. 

Wiinscht man die Oberfuhrung der auf diese Art und 
Weise verpackten und gelagerten bzw. versendeten Or- 
ganismen aus dem latenten in den aktiven Lebenszu- 
stand, so zieht man unter sterilen Bedingungen die bei- 
den Polyathylenfolien auseinander und kann das Stuck 
Nahrstoffilm mit den latent lebensfahigen Organismen 
steril entnehmen und einer Vermehrung zufuhren. 

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen ins- 
besondere darin, daB die Mikroorganismen nicht mit 
dem Quellmittel gemischt als Suspension kultiviert, son- 
dern in getrennten Schichten, bestehend aus Nahrmedi- 
um und Quellmittel einerseits und Mikroorganismen an- 
dererseits, in KulturgefaBen aufgetragen und gelagert 
werden. Die Oberfuhrung der Mikroorganismen vom 
aktiven in den passiven Lebenszustand mittels Trock- 
nung auf im Vergleich zu den Mikroorganismen groB- 
fiachigen Nahrstoffschichten ermoglicht es, nicht nur 
ein- oder mehrzellige oder nur sporenbildende, sondern 
ein breites Spektrum an Mikroorganismen, uberra- 
schenderweise z. B. auch Mycelien hoherer Pilze, zu 
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trocknen und lange Zeit zu lagern. Vorteilhaft ist weiter- 
hin, daB durch die Trocknung und Lagerung in ein- und 
demselben GefaB ohne Zugabe von Hilfs- oder Zusatz- 
stoffen die Gefahr einer (Contamination mit Fremdorga- 
nismen auf ein Minimum beschrankt ist. 5 

Beispiele 

In mit Silikonol ausgekleidete, sterilisierte Petrischa- 
len wurden die fur die Kultivierung der jeweiligen Mi- io 
kroorganismen geeigneten, mit Agar verfestigten N&hr- 
medien gegeben. Auf diesem Nahragar wurden die Mi- 
kroorganismen kultiviert und unter Raumbedingungen 
gelagert. Wahrend der Vermehrung der Mikroorganis- 
men kam es gleichzeitig zur Austrocknung der Nahr- 15 
stoffschichL Nach wenigen Wochen waren die Mikroor- 
ganismen vom aktiveri in den latenten Lebenszustand 
Qbergegangen. Die Petrischalen mit den so behandelten 
Mikroorganismen konnten lange Zeit unter Raumbe- 
dingungen weiter gelagert werden (Tabelle). 20 

Eine zweite Moglichkeit der Lagerung bestand darin, 
die ausgetrockneten Nahrstoffschichten mit den im la- 
tenten Lebenszustand befindlichen Mikroorganismen 
herauszulosen und in Polyathylenfolie zu verpacken. 
Diese Packungen wurden sowohl unter sterilen als auch 25 
unsterilen, aber staubgeschUtzten Bedingungen in Petri- 
schalen gelagert. Ein Teil der Packungen wurde in Brief- 
sendungen verschickt. 

Nach bestimmten Lagerungszeiten (Tabelle) wurden 
Proben der im latenten Lebenszustand befindlichen Mi- 30 
kroorganismen aus den Petrischalen bzw. den Polyathy- 
lenpackungen unter sterilen Bedingungen entnommen 
und in geeigneten Nahrmedien kultiviert. Die so gewon- 
nenen Kulturen der verwendeten Mikroorganismen 
zeigten eine gute Auskeimungsrate und waren frei von 35 
Kontaminationen. 
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zeichnet, daB die Nahrstoffilme mit den im latenten 
Lebenszustand befindlichen Mikroorganismen un- 
ter sterilen Bedingungen dem KulturgefaB entnom- 
men, in Kunststoffolie verpackt, gelagert und/oder 
versendet werden konnen. 



Tabelle 



Organismenart 

Anabaena variabilis 
Nostoc muscorum 
Saccharomyces cerevisiae 
Pleurotus ostreatus 



Lagerungszeit 40 
(Monate) 

36 
36 

12 45 
12 



Patentanspruche 

50 

1. Verfahren zur Langzeitlagerung und Sterilver- 
sendung von Mikroorganismen im latenten Le- 
benszustand, gekennzeichnet dadurch, daB die 
Kulturen unter sterilen Bedingungen auf einer diin- 
nen> im Vergleich zu den Mikroorganismen grofl- 55 
flachigen Schicht eines mit Nahrstoffen versetzten 
gelartigen oder quellfahigen, zunachst annahernd 
wassergesattigten Feststoffes vermehrt werden, 
wobei durch die Art des KulturgefaBes das Eindrin- 
gen von Fremdorganismen verhindert und das Ent- 60 
weichen von Wasserdampf ermoglicht wird, so daB 
die Kulturen mit der Feststoffschicht an der Luft zu 
einem Film getrocknet werden, die Trocknungszeit 
ein Vielfaches der fur den Zellteilungszyklus erfor- 
derlichen Zeit betragt und die Kulturen so lange 65 
Zeit weiter gelagert und/oder versendet werden 
konnen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
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